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Р а з р а б о т к а мутационных систем или моделей ген—фермент стала 
традиционным методом молекулярной генетики, позволившим объеди­
нить методы генетики и биохимии в изучении структуры и функции 
генов и контролируемых ими ферментов. При этом идентификация, вы­
деление и очистка белков — генных продуктов — сталкивается порой 
•с большими трудностями. Следствием этого является некоторая одно­
сторонность в работе со многими мутационными системами. Классиче­
ским примером в этом отношении служит система г II фага Т4, д л я 
которой разработаны оригинальные методы генетического анализа 
большой р а з р е ш а ю щ е й силы, построена подробнейшая рекомбинацион-
ная карта, на которой локализованы тысячи мутаций (Бензер, 1963). 
Локус г II использован в работах по выяснению общей структуры гене­
тического кода (Crick, е. а., 1961). Тем не менее белки, контролируе­
мые генами г II, до сих пор не выделены и структура их остается за­
гадкой. 4 
Этими ж е недостатками страдают и многие мутационные системы 
у эукариотических микроорганизмов, в том числе и р а з р а б а т ы в а е м а я 
в нашей лаборатории мутационная система ade{—ade2 (Инге-Вечто­
мов, 1971а). 
В настоящее время нами предпринята попытка создать новую 
мутационную систему. С этой целью начата работа по изучению кислой 
•фосфатазы д р о ж ж е й S. cerevisiae и получению мутаций, з атрагиваю­
щих активность этого фермента. С биохимической точки зрения эта 
модель является более перспективной по сравнению с первой, так к а к 
нам удалось показать , что кислая фосфатаза у д р о ж ж е й экскрети-
руется в процессе роста клеток в культуральную среду и это значи­
тельно облегчает решение задачи по выделению и очистке фер­
мента. 
М а т е р и а л ы и м е т о д ы . В работе были использованы сле­
дующие гаплоидные штаммы дрожжей Петергофской генетической 
коллекции: 1Г-П188 (a hisxlysAX2), 4П-219 (a adeX-UhisxlysAl2) и 
8-4-П219 2 0 (aade^Hhisx lysA]2s[s_s) • 
Д р о ж ж и выращивали на средах: YEPD (дрожжевой экстракт 1%, 
пептон 2%, глюкоза 2 % ) ; П Е П (пептон 2%, глюкоза 2 % ) ; П Е П Ф о 
(пептон 2%, глюкоза 2%, К Н 2 Р 0 4 250 мг/л). При работе на чашках 
.Петри в указанные среды добавляли 2% агара . 
Д л я получения мутантов по кислой фосфатазе клетки д р о ж ж е й , 
посеянные газоном в чашки Петри на среду YEPD или П Е П Ф о , облу­
чали УФ-лучами (Инге-Вечтомов, Кожин, 1964). Через двое суток 
роста при комнатной температуре определяли активность кислой фос­
фатазы на колониях, кладя на них фильтровальную бумагу, смочен­
ную раствором а-нафтилфоефата (5 мг/мл в 0,1 М цитратном буфере, 
рН = 3,4). Через 15 мин бумажки- опрыскивали раствором синего 
прочного В (1 мг/мл в том ж е буфере) . Появление темно-фиолетовой 
окраски в месте соприкосновения колонии с бумажкой свидетельство­
вало о наличии активности кислой фосфатазы у этой колонии. Колонии 
с отсутствием активности фермента отбирали и высевали на среду 
YEPD д л я повторной проверки. 
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Получение гибридов и тетрадный анализ проводили по методу 
о п и с а н ^ ранее ^Инге-Вечтомов 1 9 7 1 6 b а ^ ^ ™ / ^ 
сти кислой фосфатазы в жидкой среде в качестве суострата использо­
вали р^итрофенилфосфат. К 1,6 мл пробы добавляли 0,4 мл р-нитро-
ФенилФосфата 0,1 М в 5 X 1 0 ^ М нитратном буфере рН 3,4. После 
25 мин инкубации при температуре 30° к пробам добавляли по 1 ш 
1 М NaOH Интенсивность развивающейся окраски измеряли на 
спектрофотометре при длине волны 405 ммк. Фракционирование бел"-
ков в полиакриламидном геле проводили по методу Орнстеина в не¬
значительной модификации (Успенская и др., 1968). 
Р е з у л ь т а т ы . При выращивании клеток дикого типа (1Г-П188 
и 4-П219) на всех типах жидких сред мы обнаружили активность кис­
лой фосфатазы в культуральной жидкости. Фермент удается высадить 
из среды 50%-ным ацетоном без потери активности. 
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Рис. 1. Карта для трех исследованных мутаций. 
Цифры — частота рекомбинаций в процентах, полученная на основании анализа суммарной 
выборки сегрегантов из полных и неполных тетрад. 
В настоящее время мы располагаем коллекцией в 14 мутантов, ли­
шенных активности кислой фосфатазы на среде Y E P D и ПЕПФо. 
7 мутантов получены в результате облучения гаплоида 1Г-П188 и 
7 при облучении гаплоида 4-П219. При проведении тетрадного ана: 
лиза гибридов, полученных после скрещивания 7 мутантов со штам­
мом 4-П219, было продемонстрировано моногенное расщепление па 
фосфатазной активности [2 pho: 2+) на среде ПЕПФо. Гаплоиды pho, 
полученные при тетрадном анализе, были использованы для проведе­
ния функционального теста на аллелизм со всеми остальными мутан­
тами pho. Результат функционального теста на аллелизм указывает 
на аллельность всех полученных мутаций. Вывод этот подтверждается 
и тем фактом, что все 7 мутаций, подвергнутых тетрадному анализу, 
обнаружили сцепление с мутацией lysA\2, которая, по нашим данным, 
аллельна мутации lys2. Эта последняя мутация, по данным Мортимера 
и Хотторна (Mortimer a. Hawthorne, 1966), сцеплена с центромерой П. 
Это указывает на возможную локализацию гена, который мы обозна­
чили phou в правом плече II хромосомы S. cerevisiae. 
Ранее мы указывали на сцепление с мутацией lysAn одного из 
двух исследованных нами рецессивных супрессоров sx (Инге-Вечтомов, 
19716). Это позволило нам локализовать ген phox по отношению к му­
тациям tysA\2 и S \ . Для этого был проведен тетрадный анализ гибрида 
1735, полученного от скрещивания мутанта 99-1Г-П188 (a pho^his* 
lyss) и 8-4-П2 1 9 2 0 {aade{_HhisxlysM2s[s_^. Соотношения типов тетрад 
по парам маркеров: phox-lysM2- phox-s{; tysAl2~su представленные 
в таблице, а также анализ суммарной выборки аскоспор включая 
сегреганты неполных тетрад, позволяют установить линейное располо­
жение трех исследованных маркеров (рис. 1). Ориентация группы 
Устапов"енаП° ° Т Н 0 Ш е Н И Ю к п р о м е р е в этих экспериментах не была 
шта 
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^ 1 Я а И З у Ч е Н И Я - И З , ° З И М Н 0 Г 0 с о с т а в а к и с л о и Фосфатазы исследуемых 
ммов дрожжей был проведен электрофорез в полиакриламидном 
I 
геле-белка, полученного после осаждения 50%-ным ацетоном из среды 
штаммов 1Г-П188 и 99-1Г-П188, выращенных на среде П Е П и П Е П Ф о . 
результаты электрофореза приведены на рис. 2. 
Результаты тетрадного анализа гибрида П735 
Типы тетрад 
Пары маркеров f(T) 
Р Т 
phOi - ly$Al2 
phox — sx 
lysAu — s1 
26 
14 
19 
4 
15 
11 
0,13 ±0,06 
0,50 + 0,09 
0,37 + 0,09 
П р и м е ч а н и е . P — родительский дитип, N — нероди­
тельский дитип, Т — тетратип, / ( Г ) — частота тетратипа. 
Из рис. 2 видно, что при выращивании клеток дикого типа на 
среде П Е П в ней можно обнаружить два изозима кислой фосфата-
зы: быстро д в и ж у щ а я с я фосфатаза- I и медленно д в и ж у щ а я с я фосфа-
таза-П. У клеток мутанта о го штам­
ма в этих условиях можно обнару­
жить только фосфатазу-П. Фосфа-
таза-П исчезает из среды при до­
бавлении неорганического фосфата. 
Однако д а ж е двадцатикратное уве­
личение содержания неорганиче­
ского фосфора в среде не влияет на 
синтез фосфатазы-1 . 
О б с у ж д е н и е . Таким обра­
зом, нам удалось обнаружить, что 
изучаемые нами д р о ж ж и 5. cerevi-
siae имеют две кислые фосфатазы, 
экскретируемые в культуральную 
жидкость в процессе роста на жид­
кой среде, содержащей пептон и 
глюкозу. Кислая фосфатаза в куль-
туральной жидкости была обнаружена и у ряда других микроорганиз­
мов (Калашникова , Родзевич, 1971). Состав среды играет в а ж н у ю 
роль в регуляции синтеза этого фермента (Schurr a. Yagi l , 1971). 
Добавление неорганического фосфора в среду П Е П приводит к инги-
бированию синтеза фосфатазы-П. Синтез фосфатазы-I не прекра­
щается д а ж е при двадцатикратном увеличении содержания неоргани­
ческого фосфора в среде. Среда П Е П Ф о (а т а к ж е YEPD, с о д е р ж а щ а я 
значительные количества неорганического фосфата) оказалась подхо­
дящей для отбора мутантов по фосфатазе-I . Все полученные мутанты 
по фосфатазе-I сохраняли способность синтезировать фосфатазу -П при 
посеве на среду, бедную неорганическим фосфатом. Вопрос о том, 
является ли фосфатаза - I конститутивным ферментом, остается пока 
открытым. 
Гибридологический анализ полученных мутантов по фосфатазе-1 
показал, что все 14 мутаций локализуются в одном гене, сцепленном 
с геном lysA\2 и находящимся предположительно в правом плече 
П хромосомы. 
G1 
С; 
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Рис. 2. Изозимный состав экзогенной 
кислой фосфатазы в различных средах 
после выращивания клеток дикого типа 
(1Г-П188) и р'.о мутанта (99-1Г-П188). 
* ш а г v i i « ' К А Д Р л * в д г ш 
Экскреция кислой фосфатазы в культуральную жидкость в щ . 
uecce роста клеток дрожжей значительно облегчает решение одного ц 
важных вопросов в создании мутационной системы - вопроса выделе. 
ния -и очистки фермента. В настоящее время в нашей лаборатории 
разрабатывается метод очистки фосфатазы-I из среды ПЕПФо. 
Summary 
Acid phosphatase activity was found in the cultural medium after growing 0[ 
veast S serevisiae on the peptone plus glucose (PEP) , peptone plus glucose plus inor­
ganic phosphate (PEPPho) and yeast extract plus peptone plus glucose (YEPD) m e . 
d l U m ' l 4 mutants were isolated on PEPPho medium: 7 after U V irradiation of strain 
1G-P188 (a hisx lysM2) a n d 7 a f t e r irradiation of strain P4-2I9 (aad1_u htsx / y ^ j 
Allelism test show that all mutants studied are in one gene. 
Analysis of an isoenzyme composition of exogenious acid phosphatase of yeast S 
cerevisiae show that on the PEP medium there are two isoenzymes (I and II) . After 
growing of yeast cells on the PEPPho medium there is only I in the cultural medium. 
Regulation of synthesis of these two enzymes is discussed. 
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